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Взаимодействие молекулы ДНК с рядом производных актиноцина и изохинолина изуча-
лось спектральными, калориметрическими и гидродинамическими методами в условиях раз-
ной ионной силы среды (μ). Все исследованные соединения образуют обратимые равновесные
комплексы с молекулой ДНК. При μ = 0,1 плоские гетероциклические хромофоры соедине-
ний либо интеркалируют в двойную спираль ДНК, либо располагаются в одной из бороздок
в зависимости от длины алкильной цепочки, соединяющей хромофор с протонированны-
ми группами производных актиноцина. С уменьшением ионной силы наблюдается увели-
чение сродства всех исследованных соединений к ДНК. К интеркаляционному связыванию
добавляется вторичное связывание лиганда, приводящее к образованию интеркалирующих
димеров. Производные актиноцина и изохинолина, не интеркалирующие в условиях боль-
шой ионной силы, при её уменьшении до 0,001 изменяли способ связывания и вели себя как
интеркаляторы, вызывая увеличение контурной длины макромолекулы. Библиогр. 21 назв.
Ил. 5. Табл. 3.
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In this work the interaction of the DNA molecule with derivatives of actinocin and isoquinoline
was studied by spectral, calorimetric and hydrodynamic methods under diﬀerent ionic strength of
the medium. All investigated compounds formed reversible equilibrium complexes with the DNA
molecule. When μ = 0.1, the ﬂat heterocyclic chromophores of the compounds either intercalated
in the DNA double helix or located in one of the grooves, depending on the length of the alkyl
chain linking the chromophore with protonated groups of actinocin derivatives. With the decrease
of ionic strength there was an increase in aﬃnity of all investigated compounds to DNA and second
mode of interaction, leading to the formation of intercalated dimers, added to the intercalation
binding. Not intercalating ligands (in a high ionic strength) changed the mode of binding and
behaved like intercalators, causing an increase in contour length of the macromolecule, while the
ionic strength decreased to 0.001. Refs 21. Figs 5. Tables 3.
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Введение. Известно, что нуклеиновые кислоты являются линейными полиэлектро-
литами, поскольку в широкой области рН их фосфатные группы имеют отрицательный
заряд. В связи с этим при исследовании гидродинамическими методами конформации
и размеров молекул нуклеиновых кислот, а также их комплексов с различными биоло-
гически активными веществами в растворе следует в первую очередь учитывать такую
характеристику среды, как ионная сила μ, которая определяется концентрацией про-
тивоионов и влияет на размеры и форму макромолекулярного клубка.
Согласно теории [1] характеристическая вязкость гибких полиионов пропорциональ-
на 1/√μ. Именно такая зависимость наблюдается для денатурированных, т. е. лишён-
ных вторичной спиральной структуры, молекул ДНК и РНК [2]. Аналогичная зависи-
мость наблюдается и для двуспиральной ДНК, но в ограниченной области ионных сил
[3]. В случае нативной РНК зависимость имеет S-образный вид [2] и свидетельствует
об изменении не только объёма, но и формы макромолекулы при уменьшении ионной
силы среды. В случае нативной ДНК отклонение от прямолинейности начинается при
ионной силе менее 0,002 [4]. Исследования зависимости оптической анизотропии тер-
модинамического сегмента макромолекулы от ионной силы среды [4] показали, что от-
клонение обусловлено изменениями в термодинамической жёсткости макромолекулы.
Отклонения от прямолинейности наблюдались также при аналогичных исследовани-
ях дезоксирибонуклеопротеинов [5], что послужило одним из косвенных доказательств
наличия третичной суперспиральной структуры у ДНК в этих комплексах.
Таким образом, изучение зависимости от ионной силы гидродинамических и оп-
тических параметров молекулы нуклеиновой кислоты является инструментом для об-
наружения изменений в структуре ДНК в процессе её взаимодействия с различными
биологически активными соединениями.
В настоящей статье представлены результаты исследования взаимодействия моле-
кулы ДНК с рядом производных актиноцина и изохинолина, являющихся аналогами
биологически активных соединений, в растворе при разных значениях ионной силы.
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Экспериментальная часть. Использовали ДНК из тимуса телёнка фирмы «Sig-
ma» (США) молекулярной массы M = 107 Да. Концентрацию ДНК в растворе опреде-
ляли спектрофотометрически по методу, описанному в работе [6]. Производные актино-
цина, аналоги противоопухолевого антибиотика актиномицина D (соединения I–VII),
были синтезированы в Технологическом институте [7]. Производное изохинолина (со-
единение VIII), аналога биологически активного алкалоида папаверина, было синтези-
ровано в НИИ гигиены, профпатологии и экологии человека [8] и любезно предоставле-
но Д.В.Криворотовым. В качестве растворителя использовали водные растворы NaCl
и KCl различной ионной силы, рН = 6,0÷6,5. Комплексы готовили прямым смешением
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растворовДНК и соединений соответствующих концентраций. Плохо растворимые в во-
де краунсодержащие производные актиноцина предварительно растворяли в этиловом
спирте [9].
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Стехиометрию комплексов, определяемую как количество связанного лиганда, при-
ходящегося на пару азотистых оснований ДНК (r), получали из данных спектрофо-
тометрического титрования (СФТ), используя модель с исключёнными местами свя-
зывания [10]. Спектры поглощения растворов регистрировали на спектрофотометре
«Specord UV-Vis» и «Shimadzu UV-1800», а спектры кругового дихроизма — на дихро-
графе MarkV.
Энтальпию взаимодействия и термодинамические параметры связывания произ-
водного изохинолина определяли также методом изотермического калориметрического
титрования (ИКТ) на микрокалориметре TA Instruments Nano ITC 2G ресурсного цен-
тра СПбГУ «Термогравиметрические и калориметрические методы исследования» [11].
Расчёт термодинамических параметров связывания в этом случае проводился с исполь-
зованием модели с независимыми местами связывания [12].
Определение структуры комплекса и способа связывания соединений с ДНК про-
водили с помощью методов вискозиметрии и ДЛП на основании анализа изменений
[η] и оптической анизотропии макромолекулы (α1 − α2) при образовании комплекса по
методу, описанному ранее [13, 14]. Для определения [η] проводили измерение зависи-
мости относительной вязкости растворов η от CДНК в растворе с помощью магнитного
ротационного вискозиметра [15]:
[η] = lim
g→0
CДНК→0
η− 1
CДНК
,
где g — градиент скорости.
Для определения изменения величины (α1 − α2) при образовании комплекса ис-
пользовали соотношение Петерлина [16], пропорциональное оптической анизотропии
статистического сегмента макромолекулы:
Δn
g(η− η0) ∼ α1 − α2,
где Δn — величина двойного лучепреломления; η0 — вязкость растворителя.
Величину Δn измеряли в титановом динамооптиметре с помощью эксперименталь-
ной оптической установки со слюдяным полутеневым компенсатором [17].
Результаты и их обсуждение. Результаты определения термодинамических па-
раметров связывания исследованных соединений с ДНК представлены в табл. 1.
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Таблица 1
Термодинамические параметры связывания
Соединение μ Kсв. · 10−5, M−1 n
I
0,1 0,35 ± 0,03 0,07
0,001 1,0± 0,1 0,2
II
0,1 0,40 ± 0,05 0,08
0,001 0,80 ± 0,06 0,1
III
0,1 5,5± 0,5 0,40
0,001 > 100 0,4
IV
0,1 5,5± 0,5 0,40
0,001 > 100 0,5
V
0,1 5,5± 0,5 0,40
0,001 > 100 0,5
VIII
0,1 0,10 ± 0,02 0,11
0,001 1300± 200 0,4
Поскольку многие лиганды в условиях нейтральных рН оказываются протониро-
ванными, то естественно ожидать значительного увеличения сродства этих соединений
к ДНК, т. е. константы связывания. Действительно, в ряду производных актиноцина,
в амидных группах которых содержатся протонированные диалкиламино-группировки
(соед. III–V), при уменьшении ионной силы раствора на два порядка константа связы-
вания этих соединений увеличивается более чем на два порядка. В последнем случае
методом СФТ она не определяется, и можно указать только нижнюю границу этой
величины. Похожий эффект наблюдается и для других протонированных лигандов.
У производного изохинолина (соед. VIII) константа связывания возрастает на четы-
ре порядка в том же диапазоне ионных сил. В этом случае константа связывания при
0,001 была измерена методом ИКТ.
Неожиданным оказалось, что заметное возрастание константы связывания наблюда-
ется и в случае непротонированных лигандов (соед. I, II). Константа связывания этих
соединений с ДНК увеличивается в несколько раз при уменьшении μ в том же диа-
пазоне. Можно предположить, что при значительном набухании макромолекулярного
клубка при увеличении термодинамической жёсткости макромолекулы места связыва-
ния на двойной спирали ДНК становятся более доступными.
Наряду с увеличением константы связывания у соединений, обладающих плоским
гетероциклическим хромофором и положительным зарядом, наблюдается появление
вторичного связывания, которое приводит к образованию связанных димеров. Появ-
ление димеров прежде всего сказывается на спектральных характеристиках лиганда.
Кривые СФТ приобретают характерный вид с двумя изобестическими точками (рис. 1).
Благодаря высокому сродству протонированного лиганда в этой области μ свобод-
ный лиганд появляется в системе только тогда, когда все места связывания заняты.
Это приводит к появлению второй изобестической точки в области соотношений ли-
ганд/ДНК, соответствующей переходу от мономерного к димерному связыванию. Па-
раллельно наблюдается изменение в спектрах индуцированного кругового дихроизма
(ИКД) (рис. 2, 3). При появлении связанных димеров при r > 0,5 возникает бифазный
спектр ИКД экситонного вида, свидетельствующий о сильном взаимодействии моле-
кул лиганда на поверхности ДНК. А с появлением димерного связывания значитель-
ные изменения наблюдаются и в термограммах изотермического калориметрическо-
го титрования (ИКТ). Термограммы производных изохинолина, связывание которых
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Рис. 1. СФТ при μ = 0,001:
а — IV, Cлиг. = 10−5М, CДНК = 0÷ 10−3М; б — VIII, Cлиг. = 4,2 · 10−5М, CДНК = 0÷ 4,6 · 10−4М
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Рис. 2. СПТ при μ = 0,001 для IV:
Cлиг. = 10−5М, CДНК = 0÷10−3М, цифры
у кривых — r
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Рис. 3. СПТ при μ = 0,001 для VIII:
Cлиг. = 0÷ 2 · 10−5М, CДНК = 2 · 10−5М,
цифры у кривых — r
происходит только мономерным способом, демонстрируют монотонное изменение коли-
чества тепла, выделяющегося в процессе ИКТ [18]. При наличии вторичного связыва-
ния термограмма имеет более сложный вид (рис. 4, кривая 1 ). Появление вторичного
способа связывания с образованием димеров приводит к резкому увеличению выделя-
емой теплоты.
Спектральные и калориметрические методы позволяют различать мономерное и ди-
мерное связывание, но не позволяют сделать определённые выводы о способе связы-
вания лиганда с двойной спиралью ДНК. Структуру комплекса и способ связывания
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Рис. 4. СКТ VIII при μ = 0,001 (кривая 1 ) и μ = 0,003 (кривая 2 )
можно определить, только исследовав изменения в оптических и гидродинамических
характеристиках макромолекулы. На рис. 5 приведены различные варианты изменения
характеристической вязкости и оптической анизотропии ДНК при её взаимодействии
с различными соединениями.
Увеличение характеристической вязкости может происходить в результате увеличе-
ния контурной длины и/или термодинамической жёсткости, а увеличение оптической
анизотропии — в результате увеличения термодинамической жёсткости и/или средней
анизотропии мономерного звена.
Параллельное исследование обоих параметров позволяет сопоставить эти зависимо-
сти с различными типами связывания. Впервые это было сделано при исследовании
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Рис. 5. Зависимости [η] и (α1 − α2) от r для разных типов связывания лигандов с ДНК:
кривые 1, 2 — интеркаляция, 1а–3 — неполная интекаляция, 3 — бороздочное связывание
Вестник СПбГУ. Сер. 4. Физика. Химия. Т. 3 (61). 2016. Вып. 4 377
классических интеркаляторов акридинового ряда в работе [13]. Классическая интерка-
ляция соответствует зависимостям 1 и 2 — параллельный рост характеристической вяз-
кости и оптической анизотропии, вызванный возрастанием контурной длины и термо-
динамической жёсткости. В некоторых случаях возрастание характеристической вязко-
сти не столь значительно. При этом отсутствуют изменения в оптической анизотропии
макромолекулы, т. е. наблюдается сочетание зависимостей 1а–3. Достаточно условно
такой тип связывания можно назвать используемым в литературе термином «частич-
ная интеркаляция» или интеркаляция без изменения термодинамической жёсткости.
Классическое бороздочное связывание не вызывает изменений в гидродннамических
и оптических параметрах ДНК — зависимости 3. В области вторичного димерного свя-
зывания (r > 0,5) изменение характеристической вязкости отсутствует, а оптическая
анизотропия возрастает пропорционально количеству связанного лиганда в результате
увеличения средней анизотропии мономерного звена. Использование этого подхода для
характеристики способа связывания лиганда в некоторых случаях позволило нам обна-
ружить изменение способа связывания лиганда при изменении ионной силы раствора.
Такое поведение наблюдалось в случае комплексов ДНК с феносафранином [19] и ме-
тиленовым синим [20]. Интеркаляция этих соединений имела место только в условиях
малой ионной силы. При увеличении μ интеркаляционный тип связывания переходит
в бороздочный. Аналогичное изменение способа связывания лиганда при изменении
ионной силы раствора наблюдается в случае комплексов ДНК с соединениемVIII. Гид-
родинамические и оптические характеристики растворов ДНК и её комплексов с про-
изводным изохинолина при различных ионных силах среды приведены в табл. 2.
Таблица 2
Гидродинамические и оптические параметры комплекса ДНК
с соединением VIII при r = 0,2
μ [η]компл./[η]ДНК (α1 − α2)компл./(α1 − α2)ДНК Тип связывания
0,001 1,3± 0,1 1,0± 0,1 Интеркаляция
0,003 0,8± 0,1 1,0± 0,1 Бороздочное
При μ = 0,001 изменение характеристической вязкости и оптической анизотропии
комплекса соответствует зависимостям 1а–3, т. е. имеет место частичная интеркаля-
ция лиганда в двойную спираль ДНК. Но уже при μ = 0,003 изменения в характе-
ристической вязкости при изменении количества связанного лиганда отсутствуют, что
позволяет предположить бороздочное связывание.
На изменение способа связывания указывает различие в результатах ИКТ. При μ =
= 0,003 (см. рис. 4, кривая 2 ) в большом диапазоне значений r связывание лиганда не
вызывает заметного выделения тепла, что свидетельствует о незначительной энтальпии
связывания. Следовательно, в этих условиях связывание носит в основном энтропий-
ный характер, что соответствует бороздочному связыванию.
Зависимость параметров и способа связывания с ДНК от ионных условий среды
наблюдается также у производных актиноцина, содержащих в амидных группах кра-
унгруппировки (соед. VI, VII). В этом случае важную роль играет природа противо-
иона. Использовались два вида противоионов — Na+ и K+. Результаты определения
параметров и способа связывания при μ = 0,001 приведены в табл. 3.
Замена ионов Na+ на ионы К+ приводит к значительному увеличению констан-
ты связывания. При этом бороздочный тип связывания переходит в интеркаляцион-
ный. Эти изменения аналогичны наблюдаемым при уменьшении ионной силы среды
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для некоторых лигандов. Можно предположить, что ионы калия менее эффективно
экранируют фосфатные группы ДНК. И в этих условиях доступнее становятся интер-
каляционные сайты. Однако в случае краунсодержащих лигандов причиной различия
в способе связывания может служить и изменение конформации лиганда в присутствии
противоионов различного размера. Ионы К+ в отличие от ионов Na+ ассоциируются
краунгруппировками как 1 : 2, образуя внутримолекулярный «сэндвич» [21]. Хромофор
при этом может частично интеркалировать в двойную спираль ДНК. При ассоциации
ионов Na+, меньших по размеру, образуются комплексы 1 : 1. В результате их элек-
тростатического расталкивания краунгруппировки могут оказаться по разные стороны
хромофора, что приводит к образованию конформации лиганда, неспособной стериче-
ски к интеркаляции.
Таблица 3
Термодинамические параметры и способ связывания краунсодержащих
производных актиноцина при µ = 0,001
NaCl KCl
Соединение
Kсв. · 10−5, M−1 n Тип Kсв. · 10−5, M−1 n Типсвязывания связывания
VI 8,2± 0,1 0,4 Бороздочное > 100 0,4 Интеркаляция
VII 5,5± 0,1 0,1 Бороздочное 13± 1 0,3 Интеркаляция
Выводы. Зависимость взаимодействия ДНК с различными биологически актив-
ными соединениями не сводится к простому увеличению ионных взаимодействий при
уменьшении ионной силы среды.
Определённую роль в связывании лигандов с ДНК играет зависимость конформа-
ции ДНК от ионной силы среды, а также способность лиганда менять свое состояние
в присутствии разной концентрации и состава противоионов.
∗ ∗ ∗
Часть исследований была выполнена с использованием оборудования ресурсного
центра «Термогравиметрические и калориметрические методы исследования» Санкт-
Петербургского государственного университета.
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